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HAS - Al 1 er aen - Kon i uaa t e 



Die vorliegende Erfindung betrifft Verbindungen, die ein Kon- 
jugat aus einer Hydroxyalkylstarke (HAS) und einem Allergen 
umfassen, wobei die HAS entweder unmittelbar oder uber einen 
Linker kovalent an das Allergen gebunden ist. Die Erfindung 
betrifft ferner Verfahren zur Herstellung entsprechender Kon- 
jugate sowie deren Verwendung als Arzneimittel . 



TECHNISCHER HINTERGRUND 

Uberschiessende, spezifische Reaktionen des Immunsystems gegen 
exogene Substanzen werden heute unter dem Begrif f der Allergie 
zusammengefasst . Nach der Einteilung von Coombus und Gell las- 
sen sich allergische . Reaktionen in die Typen I bis IV unter- 
gliedern, die u.a. auf Basis der in die Reaktion involvierten 
Antikorperklassen, der erkannten Antigene sowie der induzierten 
Ef fektormechanismen dif f erenziert werden konnen. 



HAMBURG: TEL.: (040) 899 654-0 POSTMASTER @ UEX.DE FAX: (040) 899 654-88 
MUNCHEN : THOMAS-WIMMER-RING 9, D-80539 MUNCHEN , TEL.: (089)29 09 170 
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Als Allergene werden demgemafi Verbindungen bezeichnet, die eine 
allergische Immunreaktion, im engeren Sinne eine allergische 
Immunreaktion vom Soforttyp (Typ I) , an Haut und Schleimhaut 
auslosen konnen. In der Regel handelt es sich bei den Allerge- 
nen urn Polypeptide oder Proteine mit einem Molekulargewicht von 
etwa 5.000 bis etwa 80.000 Da. Die Polypeptide konnen pflanzli- 
chen, tierischen .oder mikrobiologischen Ursprungs sein. Die 
Polypeptide konnen ferner als Bestandteile des Hausstaubs vor- 
liegen. 

Allergene induzieren IgE Antikorper, welche mit ihrem kons tan- 
ten Teil an die Oberflache von Mastzellen binden und dadurch 
eine Degranulation der Mastzellen bewirken. Die von Mastzellen 
f reigesetzten Stoffe. (Histamine, proteolytische Enzyme und 
Entzundungsmediatoren) verursachen unmittelbar und mittelbar 
die Symptome einer Allergie, ublicherweise Rhinitis, Konjunkti- 
vitis und/ oder bronchiales Asthma. 

IgE-vermittelte Sof orttypallergien (Typ I) sind die mit Abstand 
20 am starksten vorherrschende allergische Reaktionsf orm. Bis zu 
20% der Menschen in Industrielandern leiden an Typ I- 
allergischen Symptomen. Allergiker werden derzeit neben der 
medikamentosen Therapie durch spezifische Immuntherapie , die 
sogenannten Hyposensibilisierungen, behandelt (Kleine-Tebbe et 
al., Pneumologie, Vol. 5 (2001), 438-444). 

Bei der klassischen Hyposensibilisierung wird ein spezif ischer 
Allergenextrakt subkutan in ansteigenden Quantitaten verab- 
reicht, bis eine individuelle Erhaltungsdosis erreicht wird. 
30 Bei ;Portfuhrung der Behandlung wird diese Dosis wiederholt 
verabreicht, wobei verschiedene Behandlungsprotokolle zum Ein- 
satz gelangen (Klimek et al., Allergologie und Umweltmedizin, 
Schattauer Verlag, S. 158 ff.). 
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Der Therapieerf olg scheint dabei in engem Zusammenhang mit den 
wahrend der Erhaltungsphase eingesetzten Allergenquantitaten zu 
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stehen. Bei Erhohung der verabreichten Allergenquantitaten 
steigt jedoch grundsatzlich auch das Risiko einer IgE-vermit- 
telten Reaktion des allergischen Patienten an. Der Einsatz der 
Therapie wird mit anderen Worten auch durch die allergische 
Reaktion des Patienten und das damit fur den Patienten einher- 
gehende Risiko eines anaphylaktischen Schocks eingeschrankt . 

Ein Erfolg der Therapie wird in einer Verminderung der allergi- 
schen Symptome gesehen, die zu einem individuellen Ruckgang des 
Medikamentenbedarfs bzw. einem Anstieg der Toleranz gegeniiber 
dem Allergen fuhrt. 



Es wurde bereits vorgeschlagen, einzelne allergene Polypeptide 
durch rekombinante Expression zu erzeugen und fur eine Hyposen- 
sibilisierung zu verwenden (DE 100 41 541) . 

Urn Allergene mit verringerten IgE-Bindungseigenschaf ten zu 
gewinnen, wurden diese mit Polyethylenglykol (PEG) modifiziert 
und fur die Hyposensibilisierung verwendet. Eine Vielzahl von 
Veroffentlichungen beschreibt dementsprechend die Herstellung 
von PEG-Allergen-Konjugaten, welche durch kovalente Bindung 
eines Allergens an Polyethylenglykol erzeugt wurden. Mosbech et 
al. (Allergy, 1990, Vol. 45 (2) : 130-141) berichten bei- 
spielsweise die Behandlung von erwachsenen asthmatischen Al- 
lergikern mit PEG-Hausstaub-Konjugaten und die immunologische 
Reaktion nach der Behandlung. Die Autoren fanden eine klinische 
Verbesserung der Wirkung, sofern die Dosierung des Allergens 
ausreichte, urn die Menge des spezifischen IgE zu reduzieren 
und/oder IgG, insbesondere IgG4, Reaktionen zu induzieren. 

Ahnlich berichten Schafer et al., (Ann. Allergie, 1992, Vol. 
68 (4) : 334-339) uber eine Studie, in der eine allergene Zu- 
sammensetzung aus einem' PEG-modif iziertem Graspollenmix fur die 
Hyposensibilisierung von Erwachsenen verwendet wurde. Die Er- 
gebnisse wurden mit denen verglichen, die durch Hyposensibili- 
sierung unter Verwendung des teilweise gereinigten Graspollen- 



mix erhalten wurden. Die Behandlung erfolgte im Rahmen einer 
Doppelblindstudie. Die Frequenz und das Ausmafi der Nebenwirkun- 
gen konnte durch PEG-Modif izierung urn etwa 50% verringert wer- 
den. Eine signif ikante Verbesserung der Uberempf indlichkeit 
wurde in beiden Behandlungsgruppen festgestellt . 

PEG- Kon jugate weisen jedoch keine in der Natur vorkommende 
Struktur auf , fur die in vivo Abbauwege beschrieben wurden. 

Neben den PEG-Konjugaten sind auch andere Allergen-Derivate 
hergestellt und untersucht worden. So sind Dextran-modif izierte 
Allergene bekannt, die durch Konjugation mit Carboxymethyl- 
dextran erzeugt werden. Einige Studien mit beta-Laktoglobulin 
haben gezeigt, dass die Antikorperreaktion gegeniiber Dextran- 
Konjugaten im Vergleich mit nicht-modif izierten Verbindungen 
erheblich abgeschwacht ist (Kobayashi et al., J Agric Food Chem 
2001 Feb; 49(2): 823-31; Hattori et al., Bioconjug Chem 2000 
Jan-Feb; 11(1): 84-93). 

Ferner wurden kreuzvernetzte, hochmolekulare Allergene erzeugt, 
sogenannte Allergoide. Diese Produkte konnten beispielsweise 
mittels Formaldehyd- oder Glutaraldehyd-Modif ikation von Al- 
lergenen gewonnen werden. Entsprechende Produkte konnen von 
Allergopharma, Joachim Ganser KG, 21462 Reiiibek; HAL Allergie 
GmbH, 40554 Dusseldorf; und SmithKline Beecham Pharma GmbH, 
Benckard, 80716 Munchen, erhalten werden. 

Einen umfassenden Uberblick uber die Bandbreite verschiedener 
Verfahren zur Herstellung von Biokonjugaten im Allgemeinen gibt 
G . T . ; Hermanson (Bioconjugate Techniques, Academic Press, San 
Diego 1996) . Die Verknupfung von Oligo- und Polysacchariden mit 
Proteinen erfolgt dabei zumeist iiber Lysin- ( -NH 2 ) oder cystein- 
(-SH) Seitenketten und seltener uber Asparagin- oder Glutamin- 
saure- (-COOH) oder auch Tyros in- (Aryl- OH) Seitenketten. 
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Starkederivate sind bisher jedoch fur die Modif izierung von 
Allergenen nicht verwendet worden. 

Hydroxyethyl starke beispielsweise ist ein substituiertes Deri- 
vat des in Maisstarke zu 95 % vorkommenden Kohlenhydrat- Poly- 
mers Amylopektin. HES weist vorteilhafte rheologische Eigen- 
schaften auf und wird zur Zeit als Volumenersatzmittel und zur 
Hamodilutionstherapie klinisch eingesetzt { Sommermeyer et al., 
Krankenhauspharmazie, Vol. 8 (8) , (1987), S. 271-278; land Weidler 
et al., Arzneim. -Forschung/ Drug Res . , 41, (1991) 494-498). 

Amylopektin besteht aus Glucoseeinheiten, wobei in den Haupt- 
ketten a-1, 4-glykosidische Bindungen vorliegen, an den Verzwei- 
gungsstellen jedoch a-1, 6-glykosidische Bindungen. Die physika- 
lisch-chemischen Eigenschaf ten dieses Molekiils werden im We- 
sentlichen durch die Art der glykosidischen Bindungen bestimmt. 
Aufgrund der abgeknickten a-1, 4 -glykosidischen Bindung entste- 
hen helikale Strukturen mit etwa 6 Glucose -Monomeren pro Win- 
dung. 

Die physikalisch-chemischen als auch die biochemischen Eigen- 
schaf ten des HES -Polymers konnen durch Substitution verandert 
werden. Die Einfuhrung einer Hydroxyethylgruppe kann durch 
alkalische Hydroxyethyl ierung erreicht werden. Durch die 
Reaktionsbedingungen kann die unterschiedliche Reaktivitat der 
jeweiligen Hydroxylgruppe im unsubstituierten Glucosemonomer 
gegenuber der Hydroxyethyl ierung ausgenutzt werden, wodurch 
eine Einf lussnahme auf das Substitutionsmuster moglich ist. 

Daher wird HES im Wesentlichen uber die Molekulargewichtsver- 
teilung und den Siobstitutionsgrad gekennzeichnet . Der Substitu- 
tionsgrad kann dabei als DS ("degree of substitution") , welcher 
auf den Anteil der substituierten Glucosemonomere aller Gluco- 
seeinheiten Bezug nimmt, oder als MS ("molar substitution") 
beschrieben werden, womit die Anzahl von Hydroxyethylgruppen 
pro Glucoseeinheit bezeichnet wird. 
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HES-L6sungen liegen als polydisperse Zusammensetzungen vor, in 
denen sich die einzelnen Molekule hinsichtlich des Polymerisa- 
tionsgrades, der Anzahl und Anordnung der Verzweigungsstellen 
sowie ihres Substitutionsmusters voneinander unterscheiden. HES 
ist somit ein Gemisch von Verbindungen mit unterschiedlichem 
Molekulargewicht . Dementsprechend wird eine bestimmte HES-L6- 
sung durch ein durchschnittliches Molekulargewicht anhand sta- 
tistischer GroSen bestimmt. Dabei wird Mn als einf aches arithme- 
tisches Mittel in Abhangigkeit von der Anzahl der Molekule 
errechnet (Zahlenmittel) , wahrend M w/ das * Gewichtsmittel, die 
masseabhangige MessgroEe darstellt. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, 
verbesserte Allergen-Derivate zur Verfugung zu stellen, ins- 
besondere Allergen-Derivate, die einen Depot-Effekt erzielen 
und daher weniger oft verabreicht werden miissen. 

Diese Aufgabe wurde nunmehr durch Kon jugate aus Hydroxyalkyl - 
starke (HAS) und Allergen gelost, bei denen mindestens eine Hy- 
droxyalkylstarke kovalent an das Allergen gekoppelt ist. 

Er f indungsgemaS wurde demgemaS uberras chenderweise f es tge - 
stellt, dass die HAS -Allergen- Kon jugate in besonders vorteil- 
haf ter Weise fur die spezif ische Immuntherapie verwendet werden 
konnen. Die Sicherheit der Hyposensibilisierung wird durch die 
Verwendung der erf indungsgemafien Konjugate erhoht. Gleichzeitig 
weisen die erf indungsgemaSen Konjugate eine hohere in vivo 
Halbwertszeit auf, womit durch die Konjugierung mit HAS ein 
Depotef f ekt erzielt wird, der die klinische Wirksamkeit positiv 
beeinflusst. Insbesondere gegenuber wassrigen Allergenextrakten 
weist der Depotef f ekt der erf indungsgemafien Konjugate den Vor- 
teil auf, dass diese weniger haufig verabreicht werden mussen, 
urn eine therapeut ische Wirkung zu erzielen. 

Im Vergleich zu nicht-modif izierten Allergenen konnen die er- 
findungsgemaSen HAS-Aliergen-Konjugate so hergestellt werden, 
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dass sie eine verringerte Bindung an Allergen- spezifisches IgE 
aufweisen. Die HAS -Allergen-Kon jugate konnen gemaS einer beson- 
ders bevorzugten Ausfuhrungsf orra nur eine sehr geringe oder gar 
keine spezifische Bindung an Allergen- spez if isches IgE aufwei- 
„ 5 sen. Die erf indungsgemafcen Kon jugate konnen somit in hoherer 
Dosierung appliziert werden, was wiederura die Wahr- 
scheinlichkeit einer erf olgreichen Hyposensibilisierung erhoht. 

Gegenuber vernetzten Allergoiden weisen die HAS- Allergen-Kon - 
jugate der vorliegenden Erfindung den Vorteil auf , dass sie ein 
dem naturlichen Allergen vergleichbares Epitop-Prof il lief em 
konnen. Die Effizienz der Immuntherapie kann somit erhoht wer- 
den. Demgegenuber fiihrt die Polymerisation von Allergenen mit- 
tels Formaldehyd oder Glutaraldehyd zu schlecht definierten 
hochmolekularen Verbindungen (Crit Rev Ther Drug Carrier Syst 
1990; 6(4): 315-65), die nicht-naturliche Epitope erzeugen 
konnen, so dass deren Wirkung im Einzelfall untersucht werden 
mufite . 

In dem Konjugat ist mindestens eine Hydroxyalkylstarke an ein 
Allergen gekoppelt. Vom Umfang der Erfindung umfafit sind natiir- 
lich auch Kopplungsprodukte, die mehrere Hydroxyalkylstarke - 
Molekule \ind ein Allergen-Molekul oder mehrere Allergen-Moleku- 
le -and ein Hydroxyalkylstarke -Molekiil aufweisen. 

Die Hydroxyalkylstarke kann unmittelbar an das Allergen oder 
uber einen Linker an das Allergen gekoppelt in dem Konjugat 
vorliegen. Ferner kann die Hydroxyalkylstarke an die Polypep- 
tidkette oder an eine oder mehrere der Saccharidketten eines 
allergenen Glykoproteins gekoppelt sein. 

HYDROXYALKYLSTARKE (HAS) 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird der Begriff "Hydroxy- 
alkylstarke" dazu verwendet, urn Starkederivate zu bezeichnen, 
35 die mit einer Hydroxyalkylgruppe substituiert wurden. Vorzugs- 
weise umfaSt die Hydroxyalkylgruppe 2 bis 4 C-Atomen. Die als 
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"Hydroxyalkylstarke" bezeichnete Gruppe umfafit somit vorzugs- 
weise Hydroxyethylstarke, Hydroxypropylstarke und Hydroxybuty 1 - 
starke. Die Verwendung von Hydroxyethylstarke (HES) als Kopp- 
lungspartner ist fur alle Ausfuhrungsf ormen der Erfindung be- 
sonders bevorzugt . 

Erf indungsgemafi ist es bevorzugt, dass die Hydroxyethylstarke, 
die fur die Herstellung der Konjugate eingesetzt wird, ein 
mittleres Molekulargewicht (Gewichtsmittel) von 1-3 00 kDa auf- 
weist, wobei ein mittleres Molekulargewicht von 5 bis 200 kDa 
besonders bevorzugt ist. Hydroxyethylstarke kann ferner einen 
molaren Substitutionsgrad von 0,1-0,8 und ein Verhaltnis von 
C 2 : C 6 - Subs ti tut ion im Bereich von 2-20, jeweils bezogen auf die 
Hydroxyethylgruppen, auf we is en . 

ALLERGENE 

Als Allergene werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung in 
erster Linie Verbindungen bezeichnet, die allergische Irnmunre- 
aktionen, im engeren Sinne IgE-vermittelte liberempf indlich- 
keitsreaktionen (Typ I) auslosen konnen. Ferner umfafit sind aus 
der Sequenz eines Allergens abgeleitete Peptide wie beispiels- 
weise aus enzymatischen Spaltungen resultierende Spaltprodukte . 
Entsprechende Allergene werden fur die spezifische Immunthera- 
pie eingesetzt und sind kommerziell erhaltlich. 

Allergene konnen aus naturlichen Quellen isoliert werden. So 
werden z.B. im Pall der Pollenallergene Allergenextrakte aus 
den jeweiligen Pollen gewonnen. Ferner konnen die Allergene 
beispielsweise rekombinant hergestellt werden. 

Vorzugsweise handelt es sich bei den Allergenen urn Verbindun- 
gen, die aus der Gruppe bestehend aus Polypeptiden, Proteinen, 
-and Glykoproteinen ausgewahlt warden. 
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HERS TELLU3SIGS VERFAHREN 

GemaE eines Aspektes betrif ft die Erf indung Verfahren zur Her- 
stellung von HAS-Allergen-Konjugaten, bei denen man HAS entwe- 
der unmittelbar oder uber einen Linker kovalent an das Allergen 
koppelt. Die Kopplung kann dabei auf verschiedenen Wegen erfol- 
gen. Eine allgemeine Struktur fur eine Neoglycoprotein-Synthese 
unter Verwendung eines Linkers wird in Fig, 1 gezeigt. 

GemaS einer Ausfiihrungsf orra betrif ft die vorliegende Erf indung 
Verfahren zur Herstellung von HAS-Allergen-Konjugaten, in denen 
HES an eine e -NH 2 -Gruppe, an eine ce-NH 2 -Gruppe, an eine SH-Grup- 
pe, an eine COOH-Gruppe oder an eine -C (NH 2 ) 2 -Gruppe eines 
Allergens gebunden wird. 

Die Erf indung umfaSt ferner Verfahren, bei denen man HES mit- 
tels reduktiver Aminierung an die 6-NH2 -Gruppe eines Proteins 
koppelt. Alternativ dazu betrif ft die Erf indung Verfahren, bei 
denen das Allergen an die reduzierenden Endgruppen der Hydroxy - 
ethyls tarke gekoppelt wird, 

GemaS einer weiteren Ausf uhrungsf orm betrifft die Erfindung 
Verfahren, bei denen fur der Kopplung an das Allergen eine 
aktive Gruppe in die HAS eingefuhrt wird. Die aktive Gruppe 
kann beispielsweise eine Aldehyd-, Thiol- oder eine Amino- 
Funktion sein. 

Das Allergen und das Oligo- oder Polysaccharid konnen entweder 
direkt oder unter Verwendung eines Linkers aneinander gekoppelt 
werden. Als Linker kann ein beliebiges Vernetzungsmittel einge- 
setzfc werden. Der Linker kann beispielsweise ein bifunktionel- 
ler Linker oder ein homo- oder heterobifunktioneller Cross - 
Linker sein. 

Zahlreiche Vernetzungsmittel, wie beispielsweise SMCC (Succini- 
midyl-4- (N-maleimido-methyl) cyclohexan-l-carboxylat) , sind 
kommerziell erhaltlich und dem Fachmann gelaufig (vgl. alpha- 
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betische Liste cier "Cross -linking Reagents" itn Produktkatalog 
der Firma Perbio und www.piercenet.com) und konnen im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung zum Einsatz gelangen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft in einer weiteren Ausfiih- 
rungsform die mittels der beschriebenen Verfahren erhaltlichen 
HAS -Allergen- Kon jugate . 

Nachfolgend werden einige Verfahren zur Synthese von HAS -Al- 
lergen- Konjugat en allgemein dargestellt. Der auf dem Gebiet der 
Biokonjugate tatige Durchschnittsf achmann wird keine Probleme 
haben, aus den beschriebenen Verfahren solche auszuwahlen, die 
im Hinblick auf die zu losenden Aufgaben (gewahltes Allergen, 
gewahltes HAS, etc.) besonders geeignet sind. 

Direkte — Koppluna unmodi f izierter HAS an allercrene Proteine 
durch reduktive Aminierung : 

Ein einf aches und schonendes Verfahren, das ohne eine Modifi- 
zierung der HAS durchgefuhrt werden kann, stellt die direkte 
Kopplung der HAS an die e - Aminogruppen des allergenen Proteins 
liber eine reduktive Aminierung in Gegenwart von NaCN/BH 3 dar 
(G.R. Gray, Arch. Biochem. Biophys . 1974, 163, 426-28) (Fig. 
2 . la) . 

Als Reduktionsmittel konnen auch Pyridin-Boran und andere Ami- 
no-Boran Komplexe eingesetzt werden, die stabiler und leichter 
zu handhaben sind (J.C. Cabacungan et al . , Anal. Biochem. 1982, 
124,; 272-78) . Im Gegensatz zu einer Acylierung bleibt die modi- 
fizierte Aminogruppe des Proteins unter physiologischen Bedin- 
gungen weiterhin posit iv geladen. Daher sind die Auswirkungen 
auf die Tertiarstruktur des Proteins bei der reduktiven Aminie- 
rung geringer. Bei diesem Verfahren geht jedoch die Ringstruk- 
tur des reduzierenden Zuckers verloren. 
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Verfahren zur Kopplung von modif izierten HAS : 

Oxidation des reduzierenden Endes zu Aldonsauren 
Bei der selten genutzten Oxidation mit Jod (oder Brom) zur 
entsprechenden Aldonsaure (G. Ashwell, Methods Enzymol . 1972, 
28, 219-22) geht die Ringstruktur des reduzierenden Zuckers 
verloren (Fig. 2.1b), zudem ist eine sorgfaltige Reaktionskon- 
trolle notig, um unspezif ische Oxidation zu vermeiden. Die 
gebildete Carbons aurefunkt ion kann in Gegenwart von EDC (1- 
Ethyl - 3 - ( 3 - dime thylaminop ropy 1 ) carbodiimid) ( J . Lonngren, I.J. 
Goldstein, Methods Enzymol. 1994, 247, 116-118) mit den €-Ami- 
nogruppen der Lysinseitenketten des allergenen Proteins oder 
liber einen Hydraz id- Linker (siehe Fig. 3) gekoppelt werden. 
Analog konnen auch die in den Polysaccharid-Strukturen vorlie- 
genden Carboxyl-Gruppen von z.B. Mannuron- , Glucuron- oder 
Sialinsauren zur Kopplung verwendet werden. 

Gemafi einer besonders bevorzugten Ausfxihrungsf orm der vorlie- 
genden Erfindung werden Verbindungen bereitgestellt , die aus 
einem HES -Allergen- Konjugat bestehen, in der das Allergen spe- 
zifisch an die reduzierenden Endgruppen der Hydroxyethylstarke 
gebunden ist. Dafur kann man die reduzierenden Endgruppen zuvor 
selektiv oxidieren, beispielsweise nach dem in Hashimoto et al. 
(Kunststoffe, Kautschuk, Fasern, Vol. 9, (1992) S. 1271-1279) 
beschriebenen Verfahren zur Oxidation der reduzierenden Alde- 
hyd-Endgruppe eines Saccharids. 

Akti vie rung der Hydroxy funkt ion der HAS 

Eine der gebrauchlichsten Methoden fur eine unspezif ische Akti- 
vierimg von Polysacchariden stellt die Umsetzxing mit Bromcyan 
(CNBr) dar (C. Chu et al., Infect. Immun. 1983, 40, 245-56) 
(Fig. 2.1c). Die aktivierten Hydroxygruppen acylieren Lysin-, 
Cystein- und Histidin-Seitenketten des Proteins. Dieses Kopp- 
lungsverfahren kann jedoch Nachteile aufweisen, welche auf den 
hohen pH-Wert sowie auf die Toxizitat und schlechte Handhab- 
barkeit zuruckzufiihren sind. 
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Eine Alternative zu CNBr bietet CDAP ( 1 - Cyano- 4 - dimethyl amino- 
pyridiniumtetraf luorborat) (A. Lees et al.; Vaccine 1996, 14, 
190-98; D.E. Shafer et al . , Vaccine 2000, 18, 1273-81) mit 
erhohter Reaktivitat der Cyano-Gruppe, das eine Reaktion unter 
sehr viel milderen Bedingungen ermoglicht. 

Generell konnen die unspezif ischen Aktivierungen von Polysac - 
chariden zu einer mehrfachen Substitution und damit auch zu 
Kreuzvernetzungen zwischen Polysaccharid und Protein fiihren. 
Durch geeignete Wahl der Reaktionsbedingungen lafit sich dies 
jedoch weitgehend unterbinden. 

Einfiihrung von Aldehyden 

Auch in nicht reduzierenden Polysac char i den konnen Aldehyd- 
Funktionen durch die Spaltung vicinaler Hydroxygruppen mit NaI0 4 
eingefuhrt werden (J.M. ' Bobbit , Ad. Carbohydr. Chem. 195 6, 11, 
1-41) (Fig. 2. Id), wobei uber die Konzentration der Natriumper- 
iodat-Losung eine ausreichende Selektivitat erreicht werden 
kann. Besonders leicht zu oxidieren ist Sialinsaure (S.M. Cha- 
mov et at., Biol. Chem 1992, 267, 15916-22). 

Eine Erhohung der Reaktionsgeschwindigkeit bei der direkten 
reduktiven Aminiei^mg mit reduzierenden Polysacchariden kann 
durch die Einfiihrung von Aldehydgruppen erreicht werden, die 
nicht zu Halbacetalen cyclisieren. Dies kann durch eine Reduk- 
tion des reduzierenden Endes zum Zuckeralkohol und einer an- 
schlieSenden selektiven Oxidation der vicinalen Diole im ge- 
offneten Zuckeralkohol erreicht werden (Y.C. Lee, R.T. Lee, 
Neoglycoproteins : Preparation and Application, Academic Press, 
San Piego 1994) (Fig. 2 . Id) . 

Neben der direkten Kopplung der Aldehyd-modif izierten Polysac- 
charide mit Amino funktionen des Proteins durch reduktive Ami- 
nierung ist auf diesem Weg auch eine Modif izierung des Polysac - 
charids mit bifunktionellen Hydrazid-Linkern moglich (siehe 
unten) . 
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Elnfiihrung- von Amino- Funk tionen 

Gegenuber den Polysaccharide!! ergeben sich bei Oligosacchariden 
(mit bis zu 20 Kohlenhydrat-Monomeren) aufgnand der etwas hohe- 
ren Reaktivitat be.ssere Moglichkeiten, den reduzierenden Zucker 
iiber eine reduktive Aminierung zu Glycaminen oder zu Glycosyl- 
aminen mit intakter Ringstruktur umzusetzen (Fig. 2.2) . 

Fur die Kopplung der Amino-modif izierten Polysaccharide an die 
verschiedenen Seitenkettenfunktionen des Proteins bietet sich 
der Einsatz eines bifunktionellen Linkers an (siehe unten) . 

Einfuhrung von Amino -Funk tionen durch reduktive Aminierung 
Im Gegensatz zu der Glycaminsynthese durch reduktive Aminierung 
mit NH 3 oder aliphatischen Aminen (B. Kuberan et al. , Glycoconj . 
J. 1999, 16, 271-81), konnen mit aromatischen Aminen wie z.B. 
Benzylamin (T. Yoshide, Methods Enzymol . 1994, 247, 55-64), 2- 

(4-Aminophenyl) ethylamin (APEA) (H.D . Grimmecke, H. Brade, 
Glycoconj. J. 1998, 15, 555-62) oder 4-Trif luoracetamidoanilin 

(E. Kallin, Methods Enzymol. 1994, 247, 119-23) unter ver- 
gleichbaren Bedingungen hohere Ausbeuten erzielt werden (Fig. 
2.2a) . 

Wahrend bei APEA die unterschiedliche Reaktivitat der aliphati- 
schen und aromatischen Aminofunktionen fur eine selektive Reak- 
tion ausgenutzt wird, steht mit 4-Trif luoracetamidoanilin eine 
mono-geschutzte Verbindung zur Verfiigung (alternativ wird auch 
Benzyloxycarbonylaminoanilin eingesetzt (M. Barstrom et al., 
Carbohydr. Res. 2000, 328, 525-31)), wobei durch nachfolgende 
Abspaltung der Trif luoracetyl-Gruppe wiederum eine aromatische 
Aminbfunktion freigesetzt wird. Zudem hat sich gezeigt, dass 
die Glycamine durch eine einfache N-Acetylierung mit Essigsau- 
renanhydrid vor der Abspaltung der TFA-Schutzgruppe stabili- 
siert werden konnen. 
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Einfuhrung- von Amino- Funk tionen durch N-Glycosilierung- 
Die N-Glycosilierung (Fig. 2.2b) bietet eine Moglichkeit, die 
cyclische Ringstruktur des reduzierenden Zuckers zu erhalten. 
Die durch Umsetzung mit Ammoniumhydrogencarbonat erhaltenen 
instabilen S-Glycosylamine (I.D. Manger et al., Biochemistry 
1992, 31, 10724-32; I.D. Manger et al . , Biochemistry 1992, 31, 
10733-40; S.Y.C. Wong et al., Biochem. J. 1993, 296, 817-25, E. 
Meinjohannes et al., J. Chem. Soc, . Perkin Trans. 1, 1998, 549- 
60) lassen sich durch nachfolgende Acylierung mit Chloressig- 
saureanhydrid stabilisieren und durch Aminolyse zu den 1-N-Gly- 
cyl-Verbindungen mit freier Amino-Funktionalitat umsetzen. 
Analog kann die N-Glycosilierung mit Allylamin durchgefiihrt 
werden und, nach Stabilisierung durch N-Acetylierung, Cysteamin 
photochemisch an die Doppelbindung addiert werden (D. Ramos et 
al., Angew. Chem. 2000, 112, 406-8). 

Darstellung von Amino -Funk tionen aus den Aldonsauren 
In die durch Oxidation von reduzierenden Polysacchariden zu- 
ganglichen Aldonsauren konnen durch Umsetzung mit Diaminen 
20 freie Aminofunktionen eingefiihrt werden. Dies ist durch die 
Reaktion der Saure mit Carbodiimiden und Diaminen moglich. 
Alternativ konnen die durch Dehydratisierung der Aldonsauren 
zuganglichen Lactone mit Diaminen umgesetzt werden (S. Frie, 
Diplomarbeit, Fachhochschule Hamburg, 1998) . 




Kopolunasreaktionen vo n modif izierter HES und alleraenen Pro- 
teinen mittels bifunktioneller Linker 

So vielfaltig wie die funktionellen Gruppen modif izierter HES 
und Protein-Seitenketten, die uber einen Linker miteinander 
verbunden werden sollen, sind auch die zur Verfiigung stehenden 
Reaktionsmoglichkeiten (Fig. 3 zeigt gangige Linker -Aktivi eirun- 
gen) . 



10 




15 
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Bei den reaktiven Gruppen kann unterschieden werden zwischen 
Reaktivitat gegeniiber Amino -Gruppen (NHS-Ester, Imido-Ester und 
Arylazide) , Aldehyden und (in Gegenwart von EDC) Carbonsauren 
(Hydrazide) oder SH-Gruppen (Maleinimide, Halogenacetate oder 
Pyridyldisulf ide) . 

Reagenzien mit Amin-Reaktivi tat 

Unter den Kopplungsreagenzien sind die Amin- reaktiven Cross - 
Linker die gebrauchlichsten. Dabei stellen die N-Hydroxysuc- 
cinimid (NHS) -Ester (Fig. 3.1a) die gangigste Form der Ak- 
tivierung dar. Unter Abspaltung von NHS werden hierbei die 
acylierten Verbindungen gebildet. Eine weitere Moglichkeit zur 
Modifizierung primarer Amine bieten die Imido-Ester (F.C. Hart- 
man, F. Wold, Biochemistry 1967, 6, 2439-48) (Fig. 3.1b), wobei 
Imidoamide (Amidine) gebildet werden. Die Imidoester werden 
vielfach als Protein-Crosslinker eingesetzt und zeichnen sich 
durch minimale Reaktivitat gegeniiber anderen Nucleophilen aus . 
Weiterhin stehen verschiedene Arylaz id- Linker zur Verfugung 
(photoreaktive Cross -Linker) , bei denen durch Photolyse kurzle- 
bige Nitrene gebildet werden. Uber eine Ringerweiterung ent- 
stehen hieraus (anstatt einer unspezif ischen Insertion) Dehy- 
droazepine, die bevorzugt mit Nucleophilen, insbesondere Ami- 
nen, reagieren (Fig. 3.1c). 

Aufgrund der Vielzahl kommerziell erhaltlicher Kopplungsreagen- 
zien mit Amino -Aktivi tat und variablen Linkern haben andere 
Reaktionsmoglichkeiten, wie z.B. die Umsetzung mit Isocyanaten 
und Isothiocyanaten zunehmend an Bedeutung verloren. 

Reagenzien mit Reaktivitat gegeniiber Carbonyl- oder Carboxyl- 
Gruppen 

Hydraz id- Linker werden fur die Kopplung von Verbindungen mit 
Carbonyl- oder Carboxy- Gruppen verwendet (D.J. O'Shanessy, M. 
Wilchek, Anal. Biochem 1990, 191, 1-8) (Fig. 3.2). Wahrend 
Aldehyde zu Hydrazonen umgesetzt werden, die durch Reduktion 
mit NaCN/BH 3 stabilisiert werden konnen, reagieren Carboxyl- 




- 16 - 



Gruppen in Gegenwart von EDC unter Bildung von Imid-Bindungen . 
Die Hydrazid-aktivierten Linker stellen eine vielseitige Alter- 
native zur reduktiven Aminierung und zu den Carboxyl-Ak- 
tivierungen mit 'Zero-length 1 Cross -Linkern wie Carbonyl- 
5 diimidazol (CDI) dar. 

Reagenzien mit Sulfhydryl-Reaktivitat 

Kopplungsreagenzien mit SH-Reaktivitat stellen eine zweite 
grofie Klasse von Cross-Linkern dar. Die Kopp lungs reaktionen 
10 umfassen primar zwei Reaktionswege : Alkylierung (Fig. 3.3a-b) 
Oder Disulf id-Austausch (Fig. 3.3c). Unter Ausbildung einer 
stabilen Thioether-Bindung kann, neben der Alkylierung mit of- 
Halogenacetaten, die Doppelbindung der Maleinimide durch eine 
Michael -Addition selektiv mit SH-Gruppen umgesetzt werden. Der 
15 Thiol -Disulf id-Austausch stellt eine weitere Sulfhydryl- 
spezifische Reaktion dar. Hierbei erweist sich die Reaktion mit 
den Pyridyldisulf iden (J. Carlsson et al., Biochem J. 1978, 
173, 723-37) als besonders vorteilhaft, da unter Abspaltung von 
2-Pyridon ein vollstandiger Umsatz zu den gemischten Disulf iden 
20 erreicht werden kann. 

Cross -Linker 

Fur die Synthese der erf indungsgemaSen HAS-Allergen-Biokonjuga- 
te kommen die obengenannten Kopplungsreaktionen durch vielfal- 
tige homo- und heterobif unktionelle Cross-Linker zur Anwendung. 

Homobifunktionelle Cross -Linker 

Symmetrische homobifunktionelle Linker (vgl. z.B. die in Fig. 
4.1 dargestellten) besitzen an beiden Enden dieselbe reaktive 

3 0 Gruppe und sind dazu geeignet, Verbindungen mit gleichen funk- 
tionellen Gruppen miteinander zu verknupfen. GemaS den zur 
Verfiigung stehenden Kopplungsreaktionen sind entsprechende 
bif unktionelle Linker mit z.B. Bis-Imidoester , Bis-Succinimid, 
Bis-Hydrazid und Bis-Maleinimid-Funktionalitaten kommerziell 

35 erhaltlich. 
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Ein Nachteil in der Verwendung von homobifunktionellen Linkern 
besteht darin, dass selbst bei der Verwendung eines groSen 
Uberschusses an Cross-Linker bei der Aktivierung der ersten 
Verbindung ein Cross -Linking nicht vollstandig verhindert wer- 
den kann (S. Bystrick et al . , Glycoconj . J. 1999, 16, 691-95). 
Dessen vollstandige Abtrennung ist vor der Kopplung mit der 
zweiten Verbindung notwendig und kann bei Instabilitat des 
aktivierten Zwischenproduktes schwierig sein (z.B. Hydrolyseem- 
pf indlichkeit der NHS -aktivierten Verbindungen) . Sowohl Amin- 
Reaktivitat als auch die Hydrolyse der NHS-Ester nehmen mit 
steigendem pH-Wert zu, weshalb Reaktionen unter physiologischen 
Bedingungen (pH 7) in gepufferten Losungen durchgefuhrt werden 
(Halbwertszeit des NHS-Esters DSP betragt bei 0°C und einem pH- 
Wert von 7, 4-5 Stunden, bei pH 8.6 nur noch 10 min; A.J. Lo- 
mant, G. Fairbanks, J. Mol . Biol. 1976, 104, 243-261). 

Heterobifunktionelle Cross -Linker 

Mit ' heterobif unktionellen Kopplungsreagenzien (vgl . z . B . die 
Fig. 4.2 dargestellten) lassen sich Verbindungen mit unter- 
schiedlichen f unktionellen Gruppen miteinander verkniipfen. Die 
Linker sind mit zwei verschiedenen reaktiven Gruppen versehen 
und durch Kombination verschiedener Kopplungs reaktionen kann 
selektiv an einem Ende des Cross -Linkers umgesetzt werden. So 
zeigt z.B. die eine Seite des Linkers Amino-, die andere Sulf- 
hydryl-Aktivitat, wodurch sich gegenuber den homobifunktionel- 
len Linkern eine bessere Moglichkeit zur Reaktionskontrolle 
ergibt . 

Zunachst wird die reaktivere bzw. instabilere Seite des 
heterobifunktionellen Linkers *umgesetzt. Da NHS-Ester nicht nur 
mit Amino-Gruppen unter Ausbildung einer stabilen Amidbindung, 
sondem auch mit Sulfhydryl- und Hydroxyl- Gruppen reagieren 
konnen, wird zunachst der heterobifunktionelle Linker mit der 
Amino -Verbidung umgesetzt. Die Maleinimido-Gruppe zeigt dem- 
gegenuber nicht nur grdSere Selektivitat , sondern in wassriger 
Losung auch eine groSere Stabilitat, so dass das aktivierte 




- 18 - 

Intermediat auf gereinigt und anschlieSend selektiv mit der 
Verbindung mit Sulfhydryl-Aktivitat umgesetzt werden kann. 

Die Wahl des Cross -Linkers richtet sich nicht nur nach der Art 
der funktionellen Gruppen, die fur die Kopplung genutzt werden 
sollen, sonde rn auch nach gewiinschter Lange und Zusammenset- 
zung, der sogenannten 1 cross -bridge 1 des Spacers. So rufen 
einige Spacer, insbesondere solche mit starrer Rings truktur wie 
z.B. SMCC Oder MBS, eine spezifische Antikorper-Reaktion hervor 
(J.M. Peeters et al., J. Immunol. Methods 1989, 120, 133-43) 
und konnen somit fur Hapten- Carrier- Immunogene und eine in vivo 
Anwendung weniger geeignet sein. 

Bei der Zusammenstellung der Linker in Fig. 4 sind die 
spezifisch spaltbaren Linker, die sich durch Disulf id-Spaltung 
(z.B., DSP, DTME oder DTBP) oder Periodat-Spaltung (Diole wie 
BMDB oder DST) of fnen lassen und die zur Studie biospezif ischer 
Interaktionen oder zur Reinigung unbekannter Target- St ruktur en 
verwendet werden, ausgelassen worden. 

Die verwendeten Abkurzungen der kommerziell erhaltlichen Kopp- 
lungsreagenzien sind aus den systematischen Namen der Verbin- 
dungen abgeleitet, wie z.B. DMA (Eimethyladipimidat) , DMS (Di^ 
methyl suberimidat) , GMBS {N- (x-Maleimidobutyryloxy) succinimi- 
dester) etc. 

Eine Ubersicht uber verschiedene heterobifunktionelle Cross - 
Linker, die beispielsweise fur Sulf hydryl-Kopplungen genutzt 
werden konnten, ist in Fig. 5 gezeigt. 

Die groSte Vielf alt . bieten hier die Maleinimid-aktivierten 
Linker, meist kombiniert mit einer NHS-Ester-Aktivierung. Diese 
Linker mit Sulfhydryl- und Amino -Reaktivi tat sind wasserunlos- 
liche, linear Alkyl-verbruckte Linker wie z.B. AMAS, GMBS und 
EMCS oder besitzen wie SMCC, SMPB oder MBS eine starre 
Ringstruktur . Die beiden UV-aktiven Linker SMPB und MBS werden 
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ublicherweise fur immunchemische Verfahren wie ELISA- Tests 
verwendet . 

Mit M 2 C 2 H ist daruberhinaus ein Linker mit derselben starren 
5 Verbruckung wie bei SMCC, aber mit Hydrazid-Aktivierung zur 
Verknupfung von Verbindungen mit Sulfhydryl- und Carbonyl- oder 
Carboxyl-Aktivitat gegeben. 



Im Gegensatz zu den was serunlos lichen Linkern, die vor der 
10 Reaktion zunachst in einem organischen Losungsmittel wie DMF 
Oder DMSO gelost werden mussen, stehen mit den hydrophylen 
Sulfo-NHS Estern (J.V. Staros, Biochemistry 1982, 21, 3950-55), 
wie z.B. Sulfo-GMBS, Sulfo-EMCS und Sulfo-SMCC, aufcerdem die 
wasserloslichen Varianten einiger Linker zur Verfugung. 
15 

Neben den Maleinimid-aktivierten heterobifunktionellen Linkern 
sind fur Sulfhydryl -Kopplungen ferner diverse Halogenacetate, 
wie z.B. SIA (und das Brom-Analogon) , SIAB und SBAP (Fig. 5.2) , 
und Pyridyldisulf ide wie SPDP und LC-SPDP und SUlf o-LC-SPDP 
20 (Fig. 5.3), wiederum in Kombination mit einer NHS-Ester Akti- 
vierung fur eine Amino -Kopp lung, verwendbar. Halogenacetate 
konnen in aminierte Polysaccaride auch durch eine Reaktion mit 
der freien Saure und wasserloslichem Carbodiimid (N.J. Davies, 
S.L. Flitsch, Tetrahedron Lett. 1991, 32, 6793-6796) bzw. mit 
dem entsprechenden Anhydrid (I.D. Manger et al., Biochemistry 
1992, 31, 10733-40; S.Y.C. Wong et al . , Biochem. J. 1994, 300, 
843-850) eingefuhrt werden (vgl. Fig. 2.2b). 

Fur die Kopplung synthetischer Oligosaccharide an SH-Seitenket- 
3 0 ten [von Proteinen uber heterobifunktionelle Maleinimid-Linker 
sind in der Literatur diverse Beispiele zu finden (V. Fernan- 
dez-Santana et al . , Glycoconj . J. 1998, 15, 549-53; G. Ragupa- 
thi et al., Glycoconj. J. 1998, 15, 217-21; W. Zou et al., 
Glycoconj. J. 1999, 16, 507-15; R. Gonzalez-Lio, J. Thiem, 
35 Carbohydr. Res. 1999, 317, 180-90). AuSe r dem werden auch direk- 
te Kopplungen von Iodacetatamid-Derivaten von Oligosacchariden 
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fur die spezifische Glycosylierung von Proteinen verwendet 
(N.J. Davies, S.L. Flitsch, Tetrahedron Lett. 1991, 32, 6793- 
679645; S.Y.C. Wong et al . , Biochem. J. 1994, 300, 843-850). 



Modifikation v on Glycoproteinen am Glvco-Teil mit Polv- und 
Oliaosacc hariden : 

Alternativ zu den Aminosaure-Seitenketten des Proteins bieten 
bei Glycoproteinen auch die gebundenen Oligosaccharide weitere 
10 Verkmipfungsstellen zur Bildung der erf indungsgemaSen Konjugate 
(J.J. Zara et al . , Anal. Biochem. 1991, 194, 156-62). 

Einfuhxung von Aldehyden durch eine Oxidation mit Natriumper- 
jodat 

15 Durch die Oxidation mit Natriumperiodat lassen sich auch in 
nicht reduzierende Oligosaccharide Aldehyde einfuhren. Je nach 
Wahl der Oxidationsbedingungen konnen vorhandene Sialinsauren 
selektiv oxidiert werden oder weniger selektiv auch Fucose-, 
Mannose-, Galactose- und N-Acetyl-Glucosamin-Reste oxidiert 

20 werden (S.M. Chamov et al . , J. Biol. Chem. 1992, 267, 15916- 
22) . Als Nebenreaktion ist die Bildung von Aldehyden aus n-ter- 
minalem Serin, Cystein oder Threonin moglich (D.J. O f Shanessy, 
M. Wilchek, Anal. Biochem. 1990, 191, 1-8). 

Enzymatische Einfuhrung von Aldehyden 

Die Oxidation von Glycoproteinen mit Galactose -Oxidase fuhrt 
zur Bildung von C6 -Aldehyden an terminalen Galactosen oder N- 
Acetylgalactosaminen. Besonders in Glycoproteinen aus tieri- 
schen Zellen sind diese Zucker jedoch nicht terminal, sodass 
3 0 sie [erst in einem vorangehenden Schritt zuganglich gemacht 
werden miissen (D.J. O'Shanessy, M. Wilchek, Anal. Biochem. 
1990, 191, 1-8) . 
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PHARMAZ EUT I S CHE ZUSAMMENSETZUNGEN 

Die vorliegende Erf indung betrif ft schliefilich pharmazeutische 
Zusammensetzungen, welche ein erf indungsgemaSes HAS-Allergen- 
Konjugat enthalten. Die erf indungsgemaEen Kon jugate sind in 
besonders vorteilhaf ter Weise zur Herstellung von pharmazeuti- 
schen Zusammensetzungen geeignet, welche fur die Hyposen- 
sibilisierung von Allergikern eingesetzt werden konnen. Die 
pharmazeutischen Zusammensetzungen sind insbesondere zur Thera- 
pie von Allergikern geeignet, bei denen eine IgE-vermittelte 
Sensibilisierung nachgewiesen wurde und entsprechende klinische 
Symptome beobachtet wurde. 

DemgemaS konnen die erf indungsgemaSen Kon jugate insbesondere 
zur Herstellung von pharmazeutischen Zusammensetzungen verwen- 
det werden, welche zur spezif ischen Immuntherapie von Patienten 
mit klinisch relevanten Reaktionen auf Sof ort-Typ-Allergene 
geeignet sind, wie beispielsweise Pollen- , Milben-, Saugetier- 
haar (-speichel) -, Pilz-, Insekten- , Nahrungsmittel- und Natur- 
kautschuk/Latex-Allergiker . Die Immuntherapie eignet sich somit 
insbesondere fur die Behandlung von Asthmatikern und Heuschnup- 
fen- Patienten. 

Die erf indungsgemaSen Zusammensetzungen konnen in verschiedenen 
Formen der spezif ischen Immuntherapie, insbesondere Hyposensi- 
bilisierung, eingesetzt werden. So kann die Hyposensibilisie- 
rung durch subkutane, mukosale, orale, perorale oder s ub lingua - 
le Verabreichung der erf indungsgemaSen HES-Konjugate erfolgen. 
Femer kann die Hyposensibilisierung in Form verschiedener 
Behandlungsprotokolle (prasaisonal/perennial) durchgefuhrt 
werden. 

Insbesondere bei Insektenallergikeim kann es sich anbieten, die 
Therapie nach dem Rush- oder Ultra-Rush-Verf ahren durchzufuhren 
(vgl. Kleine-Tebbe et al . , Pneumologie, Vol. 5 (2001), 438- 
444) . 
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Fur die Herstellung der pharmazeutischen Zusammensetzungen 
werden die erf indungsgemaSen Kon jugate mit fur die Hyposensibi- 
lisierung geeigneten Trager- und/oder Hilfsstoffen vermischt. 

Konjugat aus HES und allergenem Glvkoprotein 

Bei der Herstellung von HES-Glykoprotein-Konjugaten konnen 
beispielsweise die folgenden Typen chemischer Funktionalitaten 
des Glykoproteins fur die Kopplung genutzt weden: 

A: die Thiol -Gruppe einer Cystein-Seitenkette 

B: die Aldehydgruppe eines oxidierten Galactose-Restes . 

Bei Proteinen, die nicht glykolysiert sind, entf&llt demgemaS 
Alternative B. 

HES zeichnet sich durch ein einziges reduktives Ende aus. 
Aufgrund dieses Strukturmerkmals ist HES im Rahmen der vorlie- 
genden Erf induing besonderes gut fur eine gezielte regioselekti- 
ve Verknupfung geeignet. 

Fur die HES -Protein- Kon jugat-Synthese konnen Konzepte der che- 
mischen Ligation zum Einsatz gelangen, welche fur die Konstruk- 
tion von groSeren Proteinen aus ungeschiitzten Pep tidf ragmen ten 
entwickelt wurden. Diese Konzepte basieren auf der Wahl von je- 
weils singularen reaktionsf ahigen Funktionen in den zu verknup- 
fenden Fragment en, die in Gegenwart der Vielzahl anderer Funk- 
tionen in naturlichen Proteinen selektiv .miteinander zu einem 
stabilen Endprodukt reagieren. 

Im Allgemeinen wird das HES-Praparat zunachst in ein definier- 
tes, hochgereinigtes und gut charakterisiertes Zwischenprbdukt 
(reactivHES) uberfuhrt, welches dann spontan und regioselektiv 
unter physiologischen Bedingungen mit der Zielfunktion des 
Allergens reagieren kann. 
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Bevorzugt wird die selektive Uberfiihrung des reduktiven Endes 
von HES in eine primare Amino funkt ion ( 1 - Amino - HES ) . Dieses »1- 
Amino-HES« kann dann in flexibler Weise an die Verknupfungs- 
reaktion mit dem Protein angepasst werden, wobei verschiedene 
Synthesewege durchlaufen werden konnen und Reaktionsschritte 
durch vorgefertigte Reagenzien (Linker) zu einem Schritt ver- 
einigt werden konnen. 

HS-reactivHES 

Im folgenden werden alternative Verfahren zur Herstellung von 
HS-reactivHES schematisch beschrieben und bewertet: 

1. - Reduktive Aminierung von HES mit dem bifunktionellen 

Linker M 2 C 2 H (Fig. 5.1.b) zum HS- react ivHES (A); 
Reinigung durch Dialyse und Gef riertrocknung ; 

- Kopplung des HS -Proteins durch Michael -Addition. 

Diese Synthese weist besondere Vorteile auf, da sie sehr 
einfach ist (1 -Schritt) und die Reaktion mit dem Zielprotein 
erfolgt sehr selektiv. Sofern die Toxizitat von Hydrazinde- 
rivaten Probleme bereitet, mussen diese anschlieSend durch 
im Stand der Technik bekannte Reinigungsverf ahren aufgerei- 
nigt werden. 

2. - Umsetzen des HES-Lactons (oxidiertes HES) mit dem bifunk- 

tionellen Linker M 2 C 2 K (Fig. 5.1.b) zum HS- react ivHES (B) / 

- Reinigung durch Dialyse und Gef riertrocknung; 

- Kopplung des HS- Proteins durch Michael -Addition. 

Diese Reaktion unterscheidet sich von der oben unter 1. 
Beschriebenen durch zusatzlichen Aufwand fiir die Herstellung 
des HES-Lactons. 

3. - Umsetzung von HES mit Ammoniumhydrogencarbonat zu 1 -Ami- 

no -HES (C) ; 

Reinigung durch Gef riertrocknung; 
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Acylierung des 1-Aminals mit Brom/Jodacetanhydrid ohne 
Basenkatalyse zum Brom/ Jodacetamid (HS-reactivHES D) ; 
Reinigung durch Dialyse und Gef riertrocknung; Kopplung 
mit HS- Protein durch Alkylierung. 

5 

Auch dieses Verfahren ist vorteilhaf t ; es umfafct nur zwei 
Schritte und braucht nur sehr einfache Reagenzien. Das Ver- 
fahren ist somit sehr kostengunstig, Der Synthesemafistab ist 
leicht erweiterbar. Die Reaktion rait dem Zielprotein ist 
10 sehr selektiv. 




4. - Umsetzen des HES-Lactons (oxidiertes HES) mit einem Di- 
amin (1, 4-Diaminobutan) nach Fr.ie (S. Frie, Diplomarbeit , 
Fachhochschule Hamburg, 1998) zu einem Amino -HES (E) ; 
15 - Acylierung des Amino-HES mit Brom/Jodacetanhydrid ohne 

Basenkatalyse zum Brom/ Jodacetamid (HS-reactivHES F) ; 
Reinigung durch Dialyse und Gef riertrocknung; Kopplung 
mit HS- Protein durch Alkylierung. 

20 Dieser Syntheseweg unterscheidet sich von dem oben unter 3. 

Beschriebenen durch zusatzlichen Aufwand fur die Herstellung 
des HES-Lactons. 



CHO-reactivHES 

Im folgenden werden alternative Verfahren zur Herstellung von 
CHO-reactivHES schematisch beschrieben und bewertet: 

1. - Verwendung des Amino-HES (E) als CHO-reactivHES G; 

Kopplung mit CHO-Protein durch reduktive Aminierung. 
30 

Diese Synthese ist sehr einfach und kostengunstig. . Die Kon- 
kurrenz interner Lysine kann gegebenenf alls Probleme erzeu- 
gen, die durch die Wahl der Reaktionsbedingungen zu kontrol- 
lieren sind. 




35 
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Umsetzung des HAS-Lactons (oxidiertes HES) mit Hydrazin 
zum Hydrazid (CHO-reactivHES H) ; 
Reinigung durch Dialyse und Gef riertrocknung; 
Kopplung mit CHO-Protein durch Hydrazoiibildung bei pH 5- 
6; vorzugsweise sollte die Kopplungsreaktion gleich in 
situ wahrend der oxidativen Bildung (enzymatisch Oder 
chemisch) aus Galaktose-Resten durchgefuhrt werden; op- 
tional wird eine anschlieiSende reduktive Stabilisierung 
mit NaCN/BH 3 durchgefuhrt; 

eine enzymatische Oxidation der Galactosen sollte bevor- 
zugt mit einem polymer gebundenen Enzym durchgefuhrt wer- 
den, urn die Abreinigung des Enzyms zu erleichtern. 

Diese Synthese ist sehr einfach und selektiv (keine Konkur- 
renz interner Lysine) . Probleme konnten sich aufgrund der 
Toxizitat der Hydrazinderivate ergeben. 

Weitere Umsetzung von D oder F mit Ammoniumhydrogencarbo,- 
nat zu den Glycinamiden (CHO-reactivHES H land I) ; 
Reinigung durch Dialyse und Gef riertrocknung; 
Kopplung mit CHO-Protein durch reduktive Aminierung. 

Dieses Verfahren erfolgt in drei Schritten, braucht jedoch 
sehr einfache Reagenzien und ist somit kostengiinstig. Der 
SynthesemaEstab ist leicht erweiterbar. Es konnte jedoch zur 
Konkurrenz interner Lysine kommen (vgl. oben) . 

- Acylierung des Amino-HES C oder E mit cBz-Aminooxyessig- 
saure mit nachf olgender Hydrierung zum Aminooxy-HES (CHO- 
; react ivHES K) ; 

Kopplung mit CHO-Protein durch Oxim-Bindung bei pH 5-6; 
vorzugsweise sollte die Kopp lungs reakt ion gleich in situ 
wahrend der oxidativen Bildung (enzymatisch oder che- 
misch) aus Galaktose-Resten erfolgen; 
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eine enzymatische Oxidation der Galactosen sollte bevor- 
zugt mit einem polymergebundenen Enzym durchgefuhrt wer- 
den, urn die Abreinigung des Enzyms zu erleichtern. 

Diese Synthese ist aufwendig, aber die Kopplung mit dem 
Zielprotein ist ebenso selektiv wie bei der unter 2. be- 
schriebenen Reaktion (keine Konkurrenz intemer Lysine) . 
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Patentanspruche 



Konjugat aus Hydroxyalkylstarke und Allergen, bei dem 
mindestens eine Hydroxyalkylstarke kovalent an das Al- 
lergen gekoppelt ist. 

Konjugat nach Anspruch 1, bei dem Hydroxyalkylstarke 
unmittelbar oder uber einen Linker an das Allergen 
gekoppelt vorliegt, 

Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, bei dem die Hydroxyal- 
kylstarke Hydroxyethylstarke, Hydroxypropylstarke oder 
Hydroxybutyl starke ist. 

Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 3, bei dem die 
Hydroxyethylstarke ein mittleres Molekulargewicht von 
1 bis 3 00 kDa, vorzugsweise ein mittleres Molekular- 
gewicht von 5 bis 200 kDa aufweist. 

Konjugat gemaS einem der vorstehenden Anspruche, bei 
dem die Hydroxyethylstarke einen molaren Substitutions - 
grad von 0,1 bis 0,8 und ein Verhaltnis von C 2 :C 6 Sub- 
stitution im Bereich von 2 bis 20, jeweils bezogen auf 
die Hydroxyethylgruppen, aufweist. 

Konjugat gemaS einem der vorstehenden Anspruche, bei 
dem das Allergen aus der Gruppe bestehend aus Polypep- 
tiden oder Proteinen ausgewahlt wurde. 

Konjugat gemafi einem der vorstehenden Anspriiche, bei 
dem das Allergen ein Glykoprotein ist. 

Konjugat gemaS einem der vorstehenden Anspruche, bei 
dem die Hydroxyalkylstarke an die Polypeptidkette oder 
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an eine oder mehrere der Saccharidketten des Glykopro- 
teins gekoppelt ist. 

Pharmazeutische Zusammensetzung, welche ein Konjugat 
gemaS einem der Anspruche 1 bis 8 aufweist . 

Pharmazeutische Zu s ammens e t zung gemaS Anspruch 9, die 
ferner einen pharmazeutisch vertraglichen Trager auf- 
weist . 

Verwendung einer Verbindung gemaS einem der Anspruche 
1 bis 8 zur spezifischen Immuntherapie, insbesondere 
fur die Hyposensibilisierung. 

Verwendung gemafi Anspruch 11, zur spezifischen Immun- 
therapie von Allergikern, bei denen eine IgE-vermittel- 
te Sensibilisierung nachgewiesen ist deren klinische 
Symptome beobachtet wurden. 

Verwendung gemaS Anspruch 11 oder 12, wobei die spezi- 
fische Immuntherapie zur Therapie von Pollen-, Milben-, 
Saugetierhaar (-speichel) Pilz-, Insekten- , Nahrungs- 
mittel- und Naturkautschuk/Latex-Allergien eingesetzt 
wird. 

Verwendung gemaS einem der Anspruche 11 bis 13, wobei 
die Therapie fur die Behandlung von Asthmatikem, Heu- 
schnupf en- Patient en und Patienten, die anderweitige 
klinisch relevante Reaktionen auf Sof orttyp-Allergene 
aufweisen, eingesetzt wird. 

Verwendung gemaS einem der Anspruche 11 bis 14, wobei 
die Verabreichung subkutan, mukosal, oral, peroral oder 
sublingual erfolgt. 
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Verwendung gemafi einem der Anspruche 11 bis 15, wobei 
die Immuntherapie bei Aeroallergenen prasaisonal oder 
perennial durchgefuhrt wird. 

Verwendung gema£ einem der Anspruche 11 bis 16, wobei die 
Immuntherapie bei Insekteriallergikern im Rush- oder Ul- 
tra-Rush-Verf ahren durchgefuhrt wird. 




Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Konjugat aus Hydroxyalkylstarke und 
Allergen, bei dem mindestens eine Hydroxyalkylstarke kovalent 
an das Allergen gekoppelt ist. 
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^2 HOOC^ 



Oligosaccharid 

Polysaccharid ^ 

COOH Linker HS 



^^^CRO X— I I— Y H*N— — ^^^^^ Protein^^^^^ 



Fig. 1 : Neoglycoprotein-Synthese 
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a) Reduktive Aminierung 




c) CNBr-Aktivierung 




Alternative: Aktivierung mit CDAP 



d) Nal04-Spaltung 




Fig. 2.1: Polysaccharid-Modifizierung 
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b) N-Glycosylierung 



.OH OH 




Fig. 2.2 Oligosaccharid-Modifizierung 
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1a: N-Hydroxysuccinimide 



B R,NH > ft 

N-O— C-R ■ RH'N — C— R 



1b: Imidoester 



HjCO — C — R , 



cr 

RH'N — C— R 



1c: Arylazide 



XT 



2: Hydrazide 



ft 



R'NH, 



R'CHO 




HN-R 



H 2 N«NH — C — R .. n 

RHaXT-NH-NH— C— R 

NaCNBH 3 



0 R'COOH 

II OO 
HiN-NH — C — R ■ II II 

R' — C" NH-NH — C — R 

EDC 



Fig. 3: NH 2 - und CHO/COOH-Kopplungsreaktionen 
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3a : Halogenacetate 



ii R'sh n 

Br— CH 2 — C-O-R , R*S— CH 2 — C-Q— R 



3b. Maleinimide 



o o 

N — R n N— R 



\\ ** 

O O 



3c: Pyridyldlsulflde 



Fig3: SH-Kopplungsreaktionen 



^N^S-S-R ^N^S 



1: homobifunktionell 

a) 



b) 



6/8 



c) 



flu nh DMA (n = 4) 

h 3 co-c- (CH 2 )„-c-ocH3 DMP (n = 5) 

DMS (n = 6) 



9 o 

r\ ° S? DSG(n = 3) 

f n-o-c-^-c-o-nQ dss J, = 6) ; 



O o 

HjN^H-C-tCHjJ^C-NH-N^ ADH 



d) 



]^^w*b—t( I] 



2: heterobifunktioneU 



BMOE (n = 2) 
BMB (n = 4) 
BMH (n = 6) 



b) 



c) 



P 0 



B 

C— MH-NH2 



AMAS (n = 1) 
GMBS (n = 3) 
EMCS (n = 5) 



M2C2H 



SPDP 



Cross-Linker 
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1: Maleinimid 




A.MAS (n = 1) 
GMBS (n = 3) 
EMCS (n = 5) 



SMCC 




Fig. 5: Linker ffir SH-Kopplungen 




3: Pyridyldisulfid 



a. 



Q 



N " ^S-S-CHf-CHj-C-O-N 



SPDP 



a 



s _ s _ C H z _ CHj _{!_ (CH2)if _H_§_ C) / -| LC-SPDP 



a 



1 2j5 ^ r ^ c vj Sulfo-LC-SPDP 



Fig. 5; Linker ftr SH-Kopplungen 
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